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(54) TlUe: COMPLEX SUPEROXIDE DISMUTASE PRODUCT 

(54) Utre: PRODUIT COMPLEXE A BASE DE SUPEROXYDE DISMUTASE 

(57) Abstract 

A superoxide dismutase, or SOD, is disclosed. Germinated plant seeds are used in accordance wtdi the Invention as a source of 
superoxide dismutase which can thereafter be complexed with a peroxidase and a enzyme cofactor. Cosmetic, pharmaceutical or agri-food 
compositions having anti-free radical activity can thus bt obtained. 

(57) Abrdg^ 



L*invention conccme une superoxyde dismutase ou SOD. Selon Tinvention, on utilise des graines de v^g^taux gemi6es comme 
source de superoxyde dismutase que Ton peut ensuite complexer par une pcroxydase avec un cofacteur cnzymatique. L'invention pennet 
de prdparer des compositions cosmdtiques. phannaceutiques ou agroalimentaires ^ activity antiradicalaixe. 
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PRODUIT CONPLEXE A BASE DE SUPEROXIDE DISNUTASE 



La presente invention conceme un produit complexe a base de SOD, et 
5 compositions cosmdtiques, pharmaceutiqucs ou agroalimentaires le contenant, et 
un proccd6 d'extraction. 

La prdsente invention conceme encore un proc6de d'extraction/ 
purification d'une superoxyde dismutase a partir de graines de v6g6taux apres 
germination, el de sa combinaison avec un agent picgeur de H2O2, en particulier 
10 une peroxydase, de preference accompagnee de son cofactcur enzymatique. Ce 
complexe cnzymatique est tres stable et est utilisable dans dcs compositions 
notamment cosm6tiques, pharmaccutiques ou agroalimentaires. 

INTRODUCTION 

15 Plus prcciscment, Tinvcntion vise a obtenir une superoxyde dismutase 

(en abrege ci-aprcs SOD) a partir de graines de vegetaux germces, c'est-a-dirc 
ayant subi une etapc de germination, qui presente une activite enzymatique forte, 
ainsi qu'une stability sup6rieurc lorsquc cctte SOD preparee apres germination des 
graines de vcg6taux est utilisdc dans des compositions antiradicalaires, en 

20 combinaison avec une autre enzyme capable de d£tniire ies sous-produits de la 
reaction de dismutation dcs supcroxydcs, principalcment Tcau oxygcnee (H2O2), 
telle que catalascs ou pcroxydases. L'invention trouvc ainsi une application 
avantageuse dans dcs compositions cosmctiqucs, dcs compositions phannaccu- 
tiques ou dermatologiqucs, ou dcs compositions agroalimentaires. 

25 On sait que les radicaux libres sont des atomcs ou des molecules qui 

component un electron non apparic sur leur orbitale exlcmc. Cc sont des composes 
extrcmemcnt instablcs qui pcuvcnt rcagir avec Ics molecules les plus stables pour 
apparier leur electron. 

Les radicaux librcs oxygcncs so formcnt cn permanence dans 

30 I'organismc, dans Ics miiochondrics ou lors dcs processus de phagocytosc. Les 
facteurs physiques tcls que Tcxposiiion aux ultraviolets ainsi que renvironnemenl 
dans lequcl Thommc cvolue sont cgalcment des facteurs de forte production de 
radicaux libres au niveau des composds biologiques. Ces facteurs sont, par 
exemplc, la pollution automobile, le tabac, les rayonnements ionisants, etc. 

35 Les radicaux libres oxygdncs sont form£s par r£duction partielle de 

Toxygcne molcculairc. La capture d*un electron par Toxygene, va gcncrer le radical 
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superoxyde 02*^- Cet anion est peu reactif mais il peut generer des espcces 
radicalaircs trcs r6actives. La dismutation enzymatique de Tanion superoxyde 
rcalisee par unc SOD, conduit a la formation d'eau oxygenee qui cn prdscncc dc fcr 
ferrcux, subit la reaction de Fenton pour former le radical hydroxyle OH*, trcs 
reactif. 

Du fait de leur grande reactivite, les radicaux libres sont capables de 
s*attaquer a tous les constituants cellulaires ct de provoquer de graves alterations : 
au niveau de la peau, les radicaux libres, en pariiculicr Tanion superoxyde, ont pour 
cible majeure Ic collagene mais egalcmcnt les fibres d'<Slastine, les glycosamino- 
glycannes et les prot£ogly Cannes, TADN intracellulaire, les phospholipides des 
membranes cellulaires, etc. 

Le collagene et les fibres clastiques captent dircctement les radicaux 
libres formes, au prix de degradations diverses : rupture de chaines et liberation de 
petits peptides degrades par des proteases non spccifiques, liaisons interchaines 
rcduisant Pclasticite. 

Aussi, dans le but de faire face aux effets destructcurs des formes 
activ6es de I'oxygene, il est devcnu de plus cn plus ncccssaire de preparer des 
compositions a base d*antioxydants dans tous les domaines, et en particulier en 
cosmctiquc, pharmacie ou agroalimentairc. En cosmctique, dc tclles compositions 
ont etc miscs sur Ic marchc et sont dcnommees produits antiage pu anti- 
vieillissement. 

ETATDE LA TECHNIQUE 

Les antioxydants utilises aciuellcmcnt en cosmctique ou cn pharmacie 
25 sont soit des molecules chimiqucs captcurs dc radicaux libres, soit des systemes 
enzymaliqucs dont Tinconvenient majcur est unc trcs mauvaisc stabilitc meme a la 
temperature ambiantc. 

Les captcurs lipophilcs utilises sont gdncralcmcnt la vitamine E et 
le ^-carotene, composants des membranes cellulaires qui les protegcnt de la 
30 pcroxydation lipidiquc cn rcduisant les radicaux peroxydes formes. 

Les antioxydants hydrophiics utilises sont gdncralcmcnt constitues par 
la vitamine C, qui agit dans les milieux aqucux vis-a-vis des radicaux super- 
oxydcs ct hydroxylcs, mais aussi par des cofacteurs enzymatiques cdmme le 
glutathion ct le zinc. Lc glutathion, est le cofactcur dc nombrcuses enzymes 
35 impliquccs dans la defense antiradicalairc (tellcs que glutathion pcroxydase, la 
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glutathion transferase, etc.) tandis que le zinc est le cofactcur dc la SOD a cuivre- 
zinc. 

Uenzyme utilisee en cosmetique ou pharmacie est la SOD dont le rdle 
est d'assurcr la destruction quasi-instantanee des radicaux superoxydes poten- 
5 tiellement nuisibles pour Torganismc et les tissus de la pcau. La reaction catalys^e 
par la SOD est la dismutation dc Tanion superoxyde en eau oxygenee ou peroxyde 
d*hydrogene selon la reaction chimique suivante : 

Oo" + Oo^ + 2H+ > HoOo + Oo 

II cxiste plusieurs enzymes aussi dcnommces isozymes de superoxyde 
dismutase qui ont 6tc principalcmcnt isolecs dc gcrmc dc ble ("wheat germ") et 
Thomme dc Tart pourra sc reporter a Tarticle dc Beauchamp publi6 dans la revue 
Biochimica et Biophysica Acta, 317 (1973), 50-64. Dans cet article, Beauchamp 

IS rapporte avoir isole trois enzymes SOD, Tune ditc SOD Mn^ sensible au 
manganese qui n*est pas inhibcc par du cyanurc 0,2mM mais est inactiv^c par le 
traitcment dc Tsuchihashi a base dc chloroformc plus ^thanol, ainsi que deux 
autres SOD du type SOD Cu-Zn qui sont inhibccs par le cyanure mais non 
affectees par Ic traitcment avcc le chlorofomie plus cthanol. Ces demieres 

20 contiennent un ion cuivriquc Cu2+ ct un ion Zn-^+ par protomcrc et ont un poids 
moleculaire de Tordre de 30000 Dalton. 

On rappcUcra que la SOD Cu-Zn, prcsente au niveau des tissus 
cutanes, constituc la premiere lignc dc defense enzymatiquc contre les radicaux 
libres generds par les ultraviolets. Mais il est intcrcssant de constater que Tenzyme 

25 voit son potcnticl de detoxification diminucr fortement aprcs irradiation par les 
ultraviolets. Cctte constatation a, par aillcurs, conduit les professionnels de la 
cosmctologie ou dc la phamiacic a incorpprcr la SOD dans des formulations afin 
de diminuer le taux des radicaux libres presents au niveau des tissus cutanes. 

II a etc ainsi propose par la socictc TOreal dans le document 

30 US-A-4, 129,644 d'utiliscr une enzyme superoxyde dismutase dans une compo- 
sition cosmetique et dans un proccdc comportant des applications pour maintenir 
la structure keratinique dc la chcvclure ou pour protegcr la pcau et les cheveux par 
application d'une telle SOD. La SOD ctait principalcmcnt obtcnue a partir de sang 
de boeuf ou de diffcrentcs souchcs bactcrienncs (revendications 2 a 5). 

35 La socictc TOrcal a encore propose dans le document WO 92/19224 

une composition topiquc antiradicaux libres a base de SOD d'origines diverses 



wo 97/38095 



PCT/FR97/00603 



(animalc, humainc, bactcricnnc, Icvurc ou biotcchnologique) ct d'un derive d'acide 
phosphonique en tant qu*agent complexant dcs metaux pour lutter contre Ic 
vieiliissement cutan6 et la protection de la peau contre les irradiations en se basant 
sur la mise en Evidence que certains agents complexant inactivateurs de metaux 
5 pouvaient, dans certains cas, attcnuer la production des radicaux hydroxyles (OH*) 
toxiques. 

II est encore connu par Ic document FR-A-2 634 125 Nippon une 
composition dc superoxyde dismutasc stabilisce comprenant de la SOD, un 
phosphate, un chlorure de metal alcalin ct du saccharose (voir le litre les reycndi- 

10 cations). La SOD est en fait extraite a partir de sang humain. 

II est encore connu, par le document FR-A-2 693 208 Inocdsm, un 
precede d'obtcntion tfune composition enzymatiquc dc SOD d'origine veg6tale a 
partir de cercalc telle que du germc de blfi par extraction a Taidc d'un alcbol 
liquide, elimination des polyphdnols a Taide d*un agent de fixation tel que 

15 polyamide ou polyvinylpyrrolidone, lavage puis enfin extraction des proteines ct 
dcs enzymes a nouveau a Talcool liquide. L'activite SOD obtenue est trcs faiblc ct 
Tutilisation de solvants rend I'extrait dc SOD difficile a utiliscr. 

Jusqu*a present, la SOD industriellc a ete obtenue par extraction a 
partir d*drythrocytcs bovins disponiblcs en quantitc importantc dans les abattoirs. 

20 D'autre part, bicn qu'il soit connu depuis au moins Tarticle <le 

Beauchamp ct al. dans Biochimica ct Biophysica Acta, 317 (1973) pages 50-64, 
d'extrairc la SOD a partir dc gcrmcs dc blc, et qu*au moins un brevet similaire ait 
6x6 depose par Inocosm en 1992 (FR-A-2 693 208), la proportion d'extraction en 
SOD d^origine vcg6talc s'cst rcvclce trcs faiblc en raison d'unc part d*une faiblc 

25 proportion en SOD dans les gemics de ccrcalcs ct, d*aulrc part, par I'emploi d'un 
procedc d'extraction en milieu solvant dc faiblc rcndement. 

Ainsi, la prcscnic invention a pour but principal dc rcsoudre le nouveau 
problcme technique consistant en la foumiturc d'unc solution qui permctte 
d^obtenir une SOD d'origine vcgctalc en grande quantitc avcc un tris bon rcndc- 

30 ment de manicrc a Tutiliser a rdchellc industriellc, en particulicr dans le domainc 
cosmdtiquc, pharmaccutique ou agroalimentaire. 

La prcscnic invention a encore pour but de rcsoudre le nouveau 
probleme technique consistant en la foumiturc d'une solution qui permctte 
d'obtenir une SOD d'origine vcgdtalc extrcmcment active et cgalcmcnt 

35 extrcmcment stable, de preference en ctant capable dc conscrver 80 % d'activitc 
pendant 1 mois (35 jours) a temperature ambiante et une activiic dc Tordre de 50 % 
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a 45*C cn permcttant ainsi unc incorporation efficace dans dcs compositions anti- 
radicalaircs. notamment dans dcs compositions cosmctiqucs, pharmaccutiqucs ou 
agroalimentaires. 

Uensemblc dc ccs problemes techniques a 6x6 r6soiu pour la premiere 
5 fois d'unc manicre simple, sure et fiable par la prdsente invention, c« qui constitue 
un rcsultat technique inattendu ct non Evident pour un homme de Tart. 

Ainsi, selon un premier aspect, la prcsentc invention conceme un 
produit complexc a base de la superoxyde dismutase ou SOD stabilisee par un 
agent picgeur de HoOo, avantageusement une peroxydase dc preference vcgdtale, 
10 avcc encore dc preference un cofacteur dc peroxydase encore denomme substrat 
rdducteur spccifique dc peroxydase. 

Dc preference, la SOD est d'origine vegctale. 

Selon unc variante dc realisation, la SOD a cte obtenue par extraction 
de grains de vegetaux apres germination. 
15 Selon un autre mode de realisation, les graincs de vegetaux sont des 

graincs de ccrcalcs ou des graines dc plantes Icgumineuses ou des graines de 
plantes oleagineuses. 

Dans le cadre dc Tinvention, les termes grains ou graines sont 

equivalents. 

20 Comme ccrcalcs, on pcut utiliser toutcs les cercalcs, en particulier le 

seigle, le mais, le bic ou Torgc, dc preference Torgc, pamii les varict6s d*orge 
utilisables, on pcut utiliser dcs varictcs dc printcmps ou d'hiver. Pour ks 
icgumineuses, on utilisera des graines d'une plante Icgumineuse quelconquc mais 
dc preference les graines de lentillc ou de pois. Pour les oleagineuses, on utilisera 

25 des graines d'une plante olcagincusc quelconquc mais dc preference les graines de 
soja. 

Selon un autre mode dc realisation, la germination precitce est 
controlec, elle est rcalisee cn atmosphere ou milieu humidc aqueux, de preference 
en presence d'un agent favorisant la germination, a une temperature comprise cntrc 
30 4*C et 50*C, avantageusement a la icmpdraturc ambiante ou a froid pendant un ou 
plusieurs jours. 

Selon un autre mode dc rdalisation, la quantitc d'agents piegeurs de 
H2O2 est suffisantc pour pieger rH202 fomi6e par la SOD utilisce, lorsquc Tagcnt 
picgeur de H2O2 est unc peroxydase, la quantitc de peroxydase est comprise cntre 
35 environ 0,01 et environ 1 unite peroxydase par unite SOD, avantageusement cntrc 
0,01 ct 0,5 unite peroxydase par unite SOD. 
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Selon un autre mode de realisation, Ic complexe SOD/agent piegeur de 
H2O2, cn particulier une pcroxydasc, est stabilise par un cofactcur cnzymatique, 
en particulier un cofacteur enzymatique de la peroxydase, present a une 
concentration comprise entre 0,001 M ct IM, 
5 Selon un autre mode de realisation, la peroxydase precit6c est choisie 

parmi Ic groupe consistant d*une peroxydase dc raifort, une lactoperoxydase, une 
giutathion peroxydase ou d'unc pcroxj'dase de moelle epinicre ou myelo peroxy- 
dase, el le substrat rcducteur spdcifique dc peroxydase est dc pr6f6rence choisi 
parmi le giutathion, phenol, guaiacol, pyrogallol, mcsitol, acide 3,5-dichloro-2- 

10 hydroxybenzenc sulfoniquc (DCHBS), aniline, p-toluidinc, o-phcnylenc diamine, 
mcsidine, acide ascorbiquc, acide dihydroxymaldiquc, cytochrome C, iodures, 
acidc urique, phenolphtalcinc, acide 2,2 -azido-di(3-cthylbcnzo-thia2olinc (6) 
sulfoniquc (ABTS) ct des composes lels que SCN", CI", Br^ ou I~. 

Selon un autre mode de realisation, Pagent piegeur dc H2O2 est une 

15 peroxydase vcgetale, dc preference extraite du radis noir. 

Selon un autre mode de realisation, le cofactcur de peroxydase precite 
est choisi parmi le groupe consistant de Tacide urique, acidc ascprbique ou Tacidc 
dihy droxy mal ei qu e . 

Selon un autre mode de realisation, le complexe SOD/agent pidgeur de 

20 H2O2, cn particulier de pcroxydasc, avcc cvcntucUcmcnt cofacteur de peroxydase, 
est encore stabilise par au moins un sucrc, cn particulier un monosaccharide ou un 
disaccharide, ct/ou au moins un polyol cn particulier ayant un poids molcculaire 
comprise enirc 50 ct 1000 g/molc, noiamment a unc concentration comprise entre 
10 et 50 % en poids dc complexe de SOD, sous forme d'cxtrait brut ou sous forme 

25 purifiec. 

Scion un autre mode dc realisation, le produit complexe comprend 
encore un agent antioxydani avanlagcuscmcnt lipophile, dc preference de la 
famille des tocopherols ct Icurs derives, cn particulier Icurs esters, tcls que Ics 
acetates, linolcates ou mcme Ics phosphates, en unc quantitc efficace antioxydante. 

30 D'autres caractcristiqucs dc Tinvention apparaitront aussi claircment a 

partir des rcvcndications ct dc la description prise dans son ensemble. 

Scion un dcuxicme aspect, la prcscntc invention conccmc cgalcment 
Tutilisation du complexe a base dc SOD tcl que defini prcc6dcmmcnt comme Tun 
des principes ou ingredients actifs d'unc composition notamment a activitc 

35 antiradicaux libres, par cxcmplc unc composition cosm6tique, pharmaceutiquc ou 
agroalimcntairc. 
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Selon un troisieme aspect, la pr^sente invention conceme egalement 
une composition notamment a activite antiradicaux librcs, par exemplc 
composition cosm6tique» phamiaccutique ou agroalimentaire, caract£risee en ce 
qu'elle comprend comme i'un des ingredients actifs un produit complexe a base de 
5 la supcroxydc dismutasc ou SOD stabiliscc par un agent piegeur de H2O2, 
avantageusement une peroxydase de preference vegctale, avec encore de 
preference un cofactcur de peroxydase encore denomme substrat reducteur 
sp^cifiquc dc peroxydase. 

Selon une variantc dc realisation avantageuse, la proportion de SOD 

10 est comprise cntrc 0,01 et 10 % cn poids du poids dc la composition lotale. 

Dans ce troisieme aspect, la proportion d'incorporation est variable et 
dcpendra dc Tapplication envisagec. Gcncraiement, la proportion d'incorporation 
de SOD sera de 0,01 a 30 % en poids, micux dc 0,1 a 10 % en poids et encore 
mieux de Tordre de 1 a 5 %. 

IS Les pcroxydascs catalyscnt la destruction de Teau oxygenee (H2O2) 

produitc lors de la reaction de dismutation catalysee par la SOD de Tanion 
superoxyde en cau oxygenee comme rappcle cn debut de description en presence 
d'un substrat reducteur spdcifique dit cofactcur de peroxydase. 

Les pcroxydascs sont nombrcuscs et bien conhucs a I'homme dc Tart. 

20 Elies sont actucllcmcnt extraites a partir dc la mocllc cpinicrc ou myelo 
peroxydase, du lait ou lactopcroxydase, des hematics bovines ou cvcntuellcment 
humaincs ou glutathion peroxydase ou encore dc preference scion Tinvention a 
partir du radis noir ou peroxydase dc raifort. 

Par aillcurs, les subsirats rcductcurs spccifiqucs des pcroxydascs sont 

25 bicn connus a Thomme dc Tart ct sont dc preference choisis parmi le glutathion, 
phenol, guaiacol, pyrogallol, mcsitol, acidc 3,5-d2chloro~2-hydroxyben2ene 
sulfonique (DCHBS), aniline, p-toluidinc, o-phcnylcnc diamine, mcsidine, acide 
ascorbiquc, acide dihydroxymalciquc, cytochrome C, iodurcs, acidc urique, 
phenolphtalcinc, acidc 2,2 -a2ido-di(3-cthylbcnzo-thia2oline (6) sulfonique) 

30 (ABTS) et des composes tcls que SCN", CI", Br* ou r. 

Dans le cadre dc Tin vent ion, ct notamment pour une application en 
cosmetique ou cn phamiacic ou en agroalimcntairc, on prcfcrc rcaliser un 
complexe de SOD avec une peroxydase vcgdtalc extraitc dc preference du radis 
noir, avantageusement accompagnce de son cofactcur, constitud dc preference par 

35 I'acide urique, Tacide ascorbique ou Pacidc dihydroxynialcique. 
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La quantite de pcroxydase rajoutec a la SOD est fonction du Caux d*eau 
oxygcnec Iib6rcc par la SOD, done de son activitc enzymatique. Le nombrc 
d'unit^s peroxydases a rajouter a la solution dc SOD est comprise entre environ 
0,01 et environ 1 unite peroxydase par unitd SOD, avantageusement entre 0,01 et 
5 0,5 unite peroxydase par unite SOD. 

Le cofacteur enzymatique de la peroxydase tel que prec^demment 
decrit, qui peut ctre de preference Tacide urique est rajout6 au complexc 
enzymatique a unc concentration comprise entre 0,001 M et 1 M. 

Scion une variante dc realisation prcfcree dc I'invcntion, la SOD ou Ic 
10 complcxe SOD/pcroxydasc/cofacteur de pcroxydase peut etrc encore stabilise par 
au moins un Sucre et/ou au moins un polyol ajoute a unc concentration comprise 
entre 10 et SO % en poids dc SOD ou du complexe final, sous forme d'extrait brut 
ou sous forme purifi6c. 

Comme sucre, on utilisera cn particulier un monosaccharide ou un 
15 disaccharide et notamment le trehalose et comme polyol on utilisera en particulier 
un polyol aj'ant un poids niol6culairc moycn compris entre 50 et 1000 g/mole, par 
cxemplc le glycerol, le sorbitol, le maltitol et le mannitol. Uajout d'un sucre ou 
d'un polyol permet dc stabiliser de maniere particulicremcnt inattcndue Tactivite de 
la SOD. 

20 Par ailleuTS, scion encore un autre mode de realisation prefere de 

rinvention, on ajoute un agent antioxydant avantageusement lipophile, de 
preference dc la famillc dcs tocopherols et Icurs derives, tcls que leurs esters 
comme les acetates, linolcatcs ou mcmc Ics phosphates car il a etc decouvert de 
maniere particulicremcnt inattcndue qu'un tcl agent antioxydant procure une 

25 stabilitc accrue a ia SOD. Lcs phosphates tocopherols sont, par exempie, decrits 
dans le brevet US N*5.387,579 dc LVMH RECHERCHE. Ce resultat est 
particulicremcnt inattcndu ctant donnc que la stabilitc dc I'cnzyme SOD n'cst pas 
liee a des problemes d'oxydation ct de ce fait Ic mccanismc d'action est 
actuellcmcnt inconnu. Etant donne que cet agent antioxydant est avantageusement 

30 lipophile, cclui-ci sera ajoute dans la composition dans unc phase huileuse, c*est- 
a-dire en general dans le cadre dc la formation d'une emulsion. La concentration 
en agent antioxydant sera gdncralcmcnt dc 0,01 a 3 %, de preference de 0,1 a 1 %, 
cn poids par rapport au poids total de la composition finale. 

Selon un quatricme aspect » la prcsentc invention conceme encore un 

35 procedc d*cxtraciion de supcroxydc dismutasc ou SOD, caractcris6 en ce qu*on 
utilise comme source dcs graincs dc vcgctaux ayant subi unc ctape de germination 
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controlee dc fagon a obtenir unc activity SOD maximale au cours dc la germination 
ct a cxtrairc Tactivit^ SOD au moment ou cette activite SOD est maximale par 
mise en contact des graines dc veg6taux avec unc atmosphere, ou milieu, humide 
aqueuse pendant un ou plusicurs jours a la temperature ambiante, et en cc qu'on 

5 realise unc ctape d'cxtraction dc la SOD a partir des graines germees comprcnant 
un broyagc dc la graine gcmi6e suivi d*une extraction dans unc solution aqueuse a 
unc temperature comprise cntre 4*C et 50*C, dc preference a la temp6rature 
ambiante, pendant une pcriode de temps suffisante pour rcaliser Textraction de la 
SOD, en general de quclqucs dizaincs dc minutes a une ou plusicurs heurcs, suivi 

10 d'unc filtration ct recuperation du filtrat contcnant la SOD. 

Scion un mode dc realisation avantagcux, I'etape dc germination 
comprcnd unc mise en suspension des graines dc vcgctaux dans une solution 
aqueuse pendant plusicurs jours a la temperature ambiante. 

Scion un mode dc rdalisaiion pr6ferc, cette ctape de germination a lieu 

15 en presence d'un agent favorisant la germination, encore dc preference constituc 
par un composd appartcnant a la famille des gibbcrcllincs. 

Scion une variantc dc realisation avantageuse du procede, Tctape dc 
gemination est precedcc d'unc ctape de trempc dans une solution aqueuse a 
temp6rature ambiante ou a froid pendant un ou plusicurs jours, par cxcmplc 

20 deux jours. 

Scion encore une autre variantc dc realisation du procede scion 

rinvention, Tctape d'extraciion dc la SOD a partir des graines gcrmccs comprcnd 

un broyagc dc la graine germdc suivi d'unc extraction dans une solution aqueuse 

tamponnce ayant un pH voisin dc 8 a la temperature ambiante pendant unc pcriode 
25 de temps suffisante pour rcaliser Tcxlraction dc la SOD. en general de quclqucs 

dizaincs dc minutes a unc ou plusicurs heurcs, suivic d'unc filtration et 

recuperation du filtrat contcnant la SOD. 

Scion un mode dc realisation avantagcux du procede d'extraction, on 

peut rcaliser unc purification plus poussec dc la SOD par traitcment du filtrat avec 
30 un agent de precipitation pcrmcttant d'climincr Ics protcines indcsirables incluant 

les proteases ou encore la lipoxygenase, ct recuperation de la fraction non 

prccipitce ou constiiuant le sumageant qui conlient la SOD. 

Scion une autre variantc dc realisation encore plus avantageuse, on 

peut proccder a une dialyse de la fraction non prccipitce contcnant la SOD par 
35 dialyse conire de I'eau ou une solution aqueuse, avec une membrane ayant de 

preference un seuil dc coupure compris cntre 6000 ct 8000 Dalton. 
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Selon encore une autre variante particulicremcnt prefer6e, on peut 
encore realiser une puriHcation complcmentairc de la solution dialysee en 
proc6dant par une purification sur une colonnc chromatographiquc qui sera de 
pr6f6rcnce constituee dans le cadre de Tinvention par une colonne QAE Sephadex 
5 a Taide d'une solution d*elution appropriee. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du procede selon 
rinvention, on peut realiser une stabilisation dc SOD obtenuc dircciement apres 
Tctapc d'extraction precitce, c'est-a-dire avant une purification plus poussee, ou 
apres purification, par ajout d*un agent picgcur de H2O2, commc une peroxydase 

10 avec de preference un cofacteur de peroxydase encore dcnomme substrat reducteur 
sp6cifique de peroxydase. De preference, la quantite dc peroxydase rajoutec a la 
SOD exprimdc dans un rappon d*unitc dc peroxydase par rapport aux unites SOD 
est comprise selon Tinvcntion cntre 10 et 400 tandis que pour le cofacteur 
enz3'matique de la peroxydase celui-ci est de preference present en une 

15 concentration comprise cntrc 0,001 M ct 1 M. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du procede selon 
rinvention, on peut aussi realiser une stabilisation de la SOD par ajout apres T^tape 
d'extration, ou apres Tctapc dc purification, d'au moins un sucfc, en particulier un 
monosaccharide ou un disaccharide et/ou d'au moins un polyol, en particulier un 

20 polyol ayant un poids molcculairc moycn compris cntre 50 et lOOO^g/mole. De 
preference, le Sucre ou Ic polyol sera ajoutc a unc concentration comprise entre 10 
et 50 % cn poids de la SOD ou du complcxc final dc SOD, sous fomic d*extrait 
brut ou purific. 

Apres extraction sans ou avec purification, on obtient un extrait 
25 contcnant unc aclivitc SOD que Ton peut doser par la mcthode bien connue a 
rhomme dc Tart de Nebot C, et al., publicc dans Analytical Biochemistr)', 214 
(1993) pages 442-451. 

Cettc mcthode dc Nebot est bascc sur la propricte qu'a tout ciatalyseur 
pourv'u d*une activitc SOD d*accclcrcr, a pH alcalin, Tautoxydation d'un rcactif Rl 
30 en un chromophorc absorbant la lumicrc visible, selon la reaction suivantc : 




nm ) 



H o 

( R 1 ) 
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La mcthodc SOD-525 cxploitc cgalcmcnt un dcuxicmc rdactif R2 qui 
permet d'eliminer Ics interferences majeures dues aux mercaptans qui pourraicnt 
etre presents dans rechantillon a analyser, comme par exemple le glutathion, a 
Taide d*une reaction d'alkylation tres rapide, selon la reaction : 




RSH 



pH « 8,8 37*C 
1 minute 




(R2) 



La mesurc dc I'activite SOD est effcctuee a un pH dc 8,8, ce qui permet 
une sensibilitc optimale du dosage sans inactivation des SOD naturcUcs connues, 
1 0 telles que par exemple Ics SOD cuivre-zinc, a manganfese ou a fer. 

II cxiste un kit dc dosage, commercialise par Oxis International S.A., 
(94385 BONNEUIL/MARNE, FRANCE), pcrmettant de rcaliscr un dosage 
spectrophotomcirique dc Tactivitc SOD par cctte mcthodc SOD-^S25. Ce kit 
comprend deux r£actifs, Rl ct R2, ct unc solution tampon, tampon 3, qui sont 
15 respect] vement : 

Rl : unc solution dc rcactif chromogcnc Rl dans 3,2.10""^ M HCl dc la formulc 
precitee ; 

R2 : unc solution du rcactif R2 picgcur dc mercaptans dans Ic DMSO cont^nant 
20 25 % (PA') d^cthylcncglycol ; 

tampon 3 : un tampon a pH = 8,8 (a 37*C) contcnant 0,1 1 niM d'acidc diclhylcnc- 

triamincpcntaacctiquc (DTPA). 

Avec ce kit dc Oxis International, commercialise sous Ic nom kit 

SOD-525, les mesures spcctrophotomctriques sont rcalisccs dans dcs cuves en 
25 vcrre de 1 cm de trajet optiquc, a unc longueur d*onde dc 525 nm. La mesurc 

cinetique de revolution de I'absorbance est rcaliscc pendant 1 minute a 37*C. 

Pour chaque mesurc, la vitessc dc reaction est dctcrmince cn evaluant 

la pentc maximalc dc la courbc obtcnuc. Cctte pcntc correspond a une phase 

d'autoxydation dc Rl. Lcs rcsultats sont cxprimcs en unites d'absorbance par 
30 minute. 

Lc calcul dc Tactivitc cnzymatique est realise commc suit : 
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Soient Vc ct Vs Ics vitesses de reaction correspondant respcctivcmcnt 
au contrdle et a rechantillon. Uactivitc SOD de rcchantillon a analyser est 
ddterminee en calculant la correspondancc entre le rapport exp6rimental VsA^c et 
Tactivit^ SOD, d6duite de Tequation suivante : 

Vs fSODl 
[1] Vc = ^ ^ alSOD] + b ^^^^ ^ = 0»073 et b = 0,93 



Une unite d'activitd SOD-525 dcfinic par Oxis correspond a un rapport 
VsA^c cgal a 2.dans Ics conditions ci-dessus. 
10 La valeur obtenue est alors multiplicc par Ic factcur de dilution de 

rcchantillon (facteur 25) dans la procedure de dosage. Les rcsultats sont exprimes 
en unites d*activite SOD-525 par ml d'cchantillon. 

Dans le cadre dc l*invcntion, on mesure Pactivite enzymatiquc SOD 
apres dilution de la solution dc SOD obtenue afin de rester dans dcs valeurs de 
15 rapport VsA^c pcmicttant d'ctablir une correspondancc corrcctc avcc Tactivitc 
SOD. 

Dans Ic cadre dc Tinvcntion, on dilucra cn general la solution de SOD 
obtenue, cn fonction du degrc dc purification resultant du procddd d'extraction 
jusqu'a un facteur dc 300, afin d'obtcnir un rapport VsA'c compris cntre 1 ct 2. 
20 Uactivitd de la solution dc SOD est determince en tenant compte du 

facteur de dilution de rcchantillon dc la procedure de dosage (facteur 25) et du 
facteur de dilution dc la solution dc SOD cllc-mcme (par excmplc jusqu*a un 
facteur dc 300). 

Les exemples dc dosage scront donncs cn relation avec les excmples. 

25 Linvcntion couvre egalcmcnt dcs compositions notamment a activity 

antiradicaux libres, par cxemple des compositions cosmctiqucs, pharmaceutiques 
ou agroalimentaires caractcrisecs cn cc qu'ellcs comprenncnt comme Tun dcs 
ingredients actifs une SOD vcgctalc obtenue a partir de graines de vcgdiaux ayant 
subies une etape dc germination. 

30 D'autrcs buts, caractcrisiiqucs et avantagcs de I'invention apparaitront 

claircmcnt a la lumicrc dc la description explicative qui va suivrc faile en Tcf^rencc 
a plusieurs excmples de realisation dc Tinvcntion donnes simplement a titrc 
d'illustration ct qui ne sauraicnt done en aucune fa^on limitcr la portce de 
rinvcntion. Dans Ics excmples, toutcs Ics proportions sont donnees cn poids sauf 
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indication contraire. En outre, la premiere est en degre Celcius ct est la temperature 
ambiante» et la pression est la pression atmospherique, sauf indication contraire. 

Lcs excmples font partie intcgrante de I'invention et toute caract£ris- 
tique des exemples qui apparaitrait nouvelle par rapport a un 6tat de la technique 
5 quclconque constitue une caractcristique gcncrale de Tinvention revcndiqu€c en 
tant que telle. 

ExcTPple I 

Fxtraction dc SOD a partir d *orgc germ6 
10 Ceitc extraction dc SOD a lieu de la manicre suivante : 

a) Germination dc Torg e : 

On prcnd dc I'orgc disponiblc dans Ic commerce, par cxcmple la 
variete d'orge dc printcmps Dallas que Ton fait trcmper dans une solution aqueusc, 
par cxcmple Tcau du robinct ou dc preference Teau demincralisce» a froid, par 
15 exemple a 15*C, pendant un ou plusicurs jours, par cxcmple deux jours. 

Aprcs cc trempage, qui a pour but de fairc gonflcr lcs grains, ct de 
preparer ainsi la gemiination, on proccdc a Tctape proprcment ditc de germination 
pendant plusicurs jours, par cxcmple cinq jours, de preference en presence d'un 
agent favorisant la germination, tcl que Pacide gibb£rellique a une concentration dc 
20 0,1 mg/kg dc grain sec dc depart. 

b) Protocole d'extraction : 

Lc protocole d'extraction a partir dc Forge germc, aussi denommc malt 
est le suivant : 

25 Aprcs germination dcs grains d*orgc, le malt «si broye, puis extrait dans 

une solution aqueusc tampon ayant un pH dc Tordrc dc 8, qui est de preference 
constituce par Tris HCl 50mM + EDTA ImM, pendant environ 1 h a temperature 
ambiante. 

L'cxtrait est cnsuiic filtrc pour climincr Tccorce, puis centrifuge a 
30 4000 G pendant 20 minutes pour climincr la panic polysaccharidiquc ct on 
rccupcre lc filtrat ou sumagcant sur Icqucl on determine Tactivite SOD par la 
methode preciicc dc Nebot C, ct al. (1993) a Taidc d'un kit commercial de Oxis 
International, 94385 BONNEUILVMARNE, FRANCE. On obtient une activitc 
SOD-525/g dc maticre sdche de depart. 
35 L'activitc SOD est mesurce aprcs dilution dc 1 ml dc Textrait de SOD 

dans 14 ml d'cau. 40fjl dc ia solution dilucc sont doses. Lc rapport VsA^c mesurc 
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est dc 1,95. D'aprcs Tcquation (1) prficitee, page 9, 1'activite SOD est de 0,95 unites 
SOD-525. Uactivite SOD est done egalc a 0,95 x 25 x 15 = 356,25 unites SOD- 
525/inl soit dans cet exemple 1482 unites SOD-525/g dc matierc scche de depart. 

5 Purification complementaire : 

Le filtrat ou sumageant obtenu a l*issue de la centrifugation ci-dessus 

est soumis a'une precipitation par un agent precipitant climinant les proteines 

indesirablcs tellcs que les proteases ou encore la lipoxygenase, par exemple du 

sulfate d'ammonium a unc concentration dc 390 g/1. 
10 On procede a unc centrifugation a 4000 G pendant 20 minutes a 20*C 

pour eliminer Ic precipite et Ton rccupcrc la fraction liquidc constitute par le 

sumageant qui contient la SOD. 

;On peut avantageusement dialyser le sumageant pour eliiiiincr des 

petites molecules et des sels presents en forte concentration ayant un poids 
15 molcculaire inferieur a 6000 Dai ton. Cette dialysc est cffectucc contre de I'cau 

demineralisee avcc des membranes dont le seuil de coupure est de 6000- 

8000 Dalton, par exemple 6000 Dalton. En cffct, la SOD a un poids moleculairc de 

I'ordre de 30000, qui ne passe pas dans les pores de tellcs membranes, ce qui 

permet d'augmentcr Tactivite spccifique de Tenzyme. 
20 Uactivitc SOD niesurcc sur le dialysat selon la methode preccdente est 

de 7500 unites SOD-525/g de matierc scche dc depart. 

d^ Purification cvcntucllc complementaire sur colonne : 

A partir du dialysat obtenu a Tctape c) ci-dcssus, il est encore possible 
de realiser une purification bcaucoup plus poussce en travaillant sur colonne 
chromatographique. 

On peut, par exemple, realiser unc chromatographic sur colonne QAE 
Sephadex, qui a pcmiis de purifier la SOD et d*climiner toute contamination 
protciquc de Tcxtrait. 

]E>;emple 2 

Extraction d c SOD a oartir de graines de soia 

On procede commc dccrit a rcxcmple 1 . 

On obticnt aprcs Tctape b unc activitc SOD dc 180 UlgoD/S de 
matierc scche de depart. 



25 



30 



35 
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Exemple 3 

f Yfractinn de SOD a partir de grains de ble germes 

On utilise Ic mcmc protocolc que cclui dccrit a Texcmple 1 et on 
mesure Taciivit^ SOD sur le produit d'extraction do Tctapc b ct Ton obtient 
5 116 UlsOD^S de malicrc scche de depart. 

Exemple 4 

Fxtraction de SOD a partir dc pois germes 

On utilise dcs pois blancs disponibles dans le commerce (Pisum 

10 sativum). 

On utilise le racme protocole que celui dccrit a I'cxemple 1 et on 
mesure Tactivitc SOD sur le produit obtenu a Tetapc b. On obtient une activity 
SOD de 80 UlsoD^S maticre scche dc depart. 

15 Et^^TTIPIc 5 

Mesure de la varia tion dc Tactivitc SOD a dcs temps de germination differents ou 
avec des varietcs d^nr^e diffgren tes en presence ou non d'agcnt activant la germi- 
nation tel Qu'unc moldcule issue dc la famille dcs gibbcrcllincs 

20 Ex^TPpte 

Mesure de la variation de Tactivitd SOD a dcs temps dc germination differents 

On a mesure I'activitc SOD a partir dc Torge gcrmc dc variety Dallas cn 
faisant varicr le temps dc germination ct cn rcspcctant les autrcs conditions 
generales du protocole dcs germinations dc Tcxcmplc 1-a. 
25 On obtient Ics rcsultats indiqucs au tableau I ci-apres. 



Acliviic SOD cn Ulsoo/g 
dc maticre scche 


Temps dc germination (jour) 


50 


1 


120 


2 


290 


3 


410 


4 


480 


5 



wo 97/38095 



PCT/FR97/00603 



16 

On constate a partir des resultats du tableau I que l^activite SOD est 
plus que doublee apres 1 jour dc germination et qu'elle est encore une fois plus que 
doublee au troisieme jour dc germination et qu*elle augmente encore dc maniere 
consid6rablc les quatrieme et cinquicme jour. 

5 

E?<^mpk g-b 

Mesurc de I'influence dc la variety d'orge sur ractivit6 SOD 

On a mcsur6 Tinflucncc dc la varictc d'orge sur I'activite SOD el les 
resultats obtcnus sont rapportcs au tableau II ci-apres, Cettc cornparaison a .cx€ 
10 cffectuee a temps de germination constant dc 5 jours mais sans agent favorisant la 
germination, les autres conditions du protocole de germination etant identiques a 
celui de I'exemple 1-a. 

TABLEAU n 

15 



Vari6tc d'orge 


Activitd SOD cn UIsOD/g 
dc matiere s&che 


Natasha 


239 


Felicic 


271 


Dallas 


214 


Magic 


218 


Puffin 


247 



On constate a partir du tableau II qu'il cxiste une Idgere variation dans 
les resultats obtcnus en activitc SOD pour divcrscs varidtds d'orge mais que ces 
resultats sont parfaitcmcnt concordant, cc qui prouvc la reproductibilitc de la 
20 procedure de germination scion la prcscnte invention. 

Exemplc 5-c 

Influence dc la presence dc molecule issue dc la famille dcs pihbercllincs 

II a cgaicmcnt etc determine Tinflucncc dc la presence d'un agent 
25 favorisant la germination, tcl que Tacidc gibbcrcllique et les resultats sont 
repertories au tableau III. Ces essais ont etc realises avec dc Torge de printemps 
varictc Natasha scion le protocole de rexemple 1 avec un temps de gemiination de 
5 jours. 
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TABLEAU in 



Acide gibbcrclliquc 


Activite SOD cn Ulsoiyg 
de mati&re scche 


sans 


239 


avcc 0,1 mg/kg dc grains 


407 



On peut constater a partir du tableau III que la presence d*un agent 
5 favorisant la germination pcmiet d'accroitrc dc manicre particulierement 
inattendue la quantitc de SOD produite. 

ETgempl^ 6 

Stabilisation de la SOD par un polyol 

La SOD sous forme d^extrait brut obtenue a Tcxemple 1 £tape b) 
conserve 60 % de son aclivilc enzymatiquc apres 46 jours a 20*C. 

On a constate que si Ton ajoutc a Textrait brut 20% en poids par 
rapport a la solution finale dc cet extrait brut, c*csl-a~dire extrait SOD de I'etape 
1-b plus sorbitol a 20 % cn poids de la solution finale, on am61iore de maniere 
inattendue la stabilitc de Tcnzyme SOD puisque 76 % de Tactivit^ initiate est 
retrouv6e apres 46 jours a 20*C 

Exemple 7 

Stabilisation dc la SOD oar un Sucre 
20 On a dccouvert que Ton pouvait stabiliser Tactivite cnzymatique de la 

SOD par ajout d*un sucre en particulicr un monosaccharide ou un disaccharide. 
Dans cet cxeniplc, on utiliscra le trehalose. 

Si Ton proccdc commc dccrit a I'cxcmplc 6, mais cn ajoutant 30 % en 
poids de trehalose a ]*extrait brut dc SOD obtcnuc a rexempic 1 ctapc b), par 
25 rapport au poids de la solution finale, on constate que Ton conserve 75 % d'activite 
initiate apres 46 jours a 20*C, ce qui constituc unc amelioration de stabilite 
remarquablc. 

30 



10 



15 
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Stabilisation dc la SOD par unc peroxvdasc ct un cofactcur 

La solution concentrce cn SOD obtcnue a I'ctapc 1-d ou obtenue a unc 
etape anterieure de i'exemplc 1 est complex£c ou combinee a une autre enzyme 
5 capable de dctniire Teau oxygcnec formcc. 

Lcs enzymes qui peuvent eirc utilisces dans ce sens peuvent etre une 
catalase qui transfomie H2O2 en HoO ct O2 mais la catalasc n*est pas utilisde dans 
la mesure oil celle-ci figure dans la lisle des produits non autorises en cosmc- 
tologie. On peut aussi utiliscr unc peroxydase qui catalyse aussi la destruction de 
10 H2O2 qui ncccssitc cependant la presence d'un substrat rcducteur sp6cifique ou 
cofactcur. Lcs listes dc pcroxydases et de cofacteurs ont etc donnecs dans 
^introduction dc la description. 

Dans le cadre de cct cxcmplc, on utiliscra cdmme peroxydase une 
peroxydase vcgetale extraitc du radis noir ou peroxydase de raifort, ci^aprcs en 
15 abregd dcnommee HRP, combinee a un cofactcur enzymatiquc constitud par 
Tacidc uriquc. 

Dans le cadre dc cct cxempic, la quantite dc peroxydase rajoutee a la 

SOD est d*cnviron 10 unites pcroxydases pour 400 unites SOD, I'unite SOD 6tant 

mcsurcc scion la mcthodc prdccdcmmcnt ddcrite et Tunite peroxydase etant 
20 d6tcrminec par la mcihodc dccritc par Bcrgmcycr H.U* dans Methods of 

Enzymatic Analysis (1974), vol. 1, 2"^ cd. page 494. 

Lc cofactcur enzymatiquc dc la peroxydase constituc ici par Tacide 

uriquc est rajoutc au complcxc enzymatiquc SOD/pcroxydase cn unc concentration 

comprise entrc 0,01 ct 1 M, ct dc preference 0,5 M. 
25 Dc prdfcrcncc, lc complcxc ainsi fomic est encore stabilise par Tajout 

de Sucre ou dc polyol ajoutc a unc concentration choisic dans cct cxemple a 30 % 

cn poids dc la solution finale. 

Ce complcxc SOD/pcroxydasc/cofacicur peut ctrc utilise tcl quel pour 

formuler des compositions a activitc antiradicalaire ou dc picgeage des radicaux 
30 librcs, que ce soit des compositions cosmctiqucs, pharmaccutiques bu agro- 

alimcntaircs ou autrcs. Ce complcxc fait aussi I'objet dossals dc stabilitc, de 

capacite antiradicalaire ct dc toxicologic objct rcspcctivemcnt des cxcmples 9, 10 

et 11 ci-aprcs. 



35 
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F^ssais de stabilitc 

La stabilitc dc Tactivitc cnzymatiquc du complcxc fornic a Texemple 8 
a 6i6 r£alisce a 20*C ct 45*C rcspcctivcmcnt ct Ics rdsultats obtenus sont r£pertori£s 
5 au tableau IV ci-aprcs. 

TABLEAU IV 



Jours 


Activite SOD 


Activite SOD 




Unites SOD-525/ml 


Unites SOD-525/ml 




20*C 


45*C 


0 


5025 


5025 


7 


4800 


4275 


11 


7575 


3575 


13 


5925 


3150 


18 


4500 


2800 


20 


2475 


2400 


35 


3975 


2475 



II rcssort du tableau IV que ractiviic enzymatique est stable a 20*C 
10 pendant 1 mois, car a 35 jours on conserve 80 % dc I'activitc enzymatique. tandis 
qu'a 45*C on obtient une chute d'activii^ dc Tordrc dc 50 %, cc qui rcprcscntc unc 
chute d*activite remarquablcmcnt faible pour une enzyme a cette temperature. 

On observe ainsi que cc complcxc dc SOD vcgctalc/pcroxydasc/ 
cofactcur prcsentc une stabilitc rcmarquabic, particulicrcmcnt a 45*C, cc qui ^st 
15 inattcndu pour un homme dc I'art. 

Exempli 70 

Mcsure de ractivitc antiradicalairc ou dc piceeagc dcs radi caux libres 
20 1*. On a utilise 3 mcthodes d*cvaIualion in vitro du picgcage dcs radicaux : 

a) la premiere mcthode utilise un systcme enzymatique constitue par la xanthine 
oxydase qui, cn oxydant son substrat, la xanthine, generc des radicaux 
supcroxydcs. Ccs dcmicrs sont capablcs dc rcduire Ic cytochrome C (Fe^"*") en 
25 cytochrome C (Fe^"*"), reaction dont la cinetique pcut ctre suivic par 
specirophotometrie UV-visiblc a 550 nm. lis sont cgaiement Ics radicaux substrats 
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des SOD qui peuvcnt ainsi entrcr cn competition avec le cytochrome C pour la 
capture et rclimination des radicaux supcroxydes. En ajoutant une preparation 
contenant une activity SOD, cctte cindtique de rdduction est ralentie. Le calcul de 
Tactivite SOD est realise par le calcul du pourcentage d*inhibition de la reduction 
du cytochrome C par la SOD testce. 

Une unite SOD exprimec dans le systeme international (1 UIsod) 
correspond a Tactivite necessaire pour diminuer de 50 % le taux de reduction du 
cytochrome C, a une temperature de 25*C et a un pH de 7,8. 

L'echantillon a tester est dilue de fagon a dctcmiiner les conditions 
pour iesquellcs on obticnt 50 % dinhibition de la reduction du cytochrome C, 
corrcspondant a 1 unite systeme international. 

L'activitc SOD totalc de Tcchantiilon teste est cnsuite determinee en 
ramenant le volume d'cchantillon dose au volume total de rcchantillon et cn ttenant 
compte du facteur de dilution initial de Pcchantillon. 

Uactivite SOD du complexc fomic a Tcxemple 8 dctcrminde par <xttc 
mcthode est dc 4455 unites UlgOD''"^'- 

b) La sccondc methodc est constitute par un kit dc dosage commercialism par la 
societc OXIS INTERNATIONAL, sous Ic nom commercial kit SOD-52S, bascc 

20 sur la propriete qu'a tout catalyseur pourvu d*unc activitc SOD, d'acc616rer 
Tautoxydation d'un derive catechol tctracycliquc (5, 6, 6a, llb-t-ctrahydro-3, 9, 
1 0-trihydroxybenzofluorenc). 

Cette methodc dc dosage pcrmet dc mesurcr Tactivitc SOD sous forme 
d*unite SOD-525 qui est dcfinic commc la quantite dc dismutase qui multiplie par 
25 2 le taux d'oxydation du derive fluorc. 

Lactivite SOD du complexc forme a rcxemplc 8, mcsurce par cette 
methodc, est dc 4375 unites SOD-525/ml 

On constate ainsi que les valcurs d*activit£ SOD obtenues par les deux 
methodes sont essentiellcment idcntiques. 

30 

c) La troisicmc mcthode utilisce est la Resonance Paramagnctique de I'clectron ou 
cn abrcgc RPE. 

La RPE est une technique pcnnettant dc caractcriscr les ctats de spin 
des electrons cclibataires des molecules, plus particulicremcnt utilisce pour carac- 
35 teriser les radicaux librcs. Lcvaluation dc Tactivitc antiradicalairc du complexc 
SOD/peroxydase/cofactcur obtcnu a Tcxcmplc 8 par RPE, permet de distinguer 
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ractivitc dc picgeagc dcs radicaux supcroxydcs ct dcs radicaux hydroxylcs (Rosen 
G. M. ct Rauckman E. J. dans Methods In Enzymologic (1984), 105, pages 198- 
209). 

Lc temps de vie trcs court des radicaux libres, environ 10"^^ seconde 
5 pour OH*, limite la capacitc dc detection de ccs demicrs. Pour ccttc raison, les 
radicaux O2* et OH' sonl mis en evidence grace h une molecule sonde appelee 
spin-trap. Ccttc molecule rfisonnc en presence des radicaux libres et stabilise ces 
demiers sous fomie de complexes prcsentant un spectre caracteristique detectable 
en RPE. 

10 L'cffct picgcur d'un produit a I'cssai est directcmcnt mis en Evidence 

par une diminution dc Tintcnsite du signal cmis par la molecule spin-trap. 

Les mcsurcs RPE sont cffcctuccs avcc un spcciromctrc Brucker ESP 
106, a temperature ambiantc ; le spin-trap utilise est lc S/S-dim^thyl-l- 
pyrroline-l-oxydc (DMPO). 

15 L*anion supcroxyde est produit par lc systcmc cnzymatiquc xanthine 

(1,5 mM)/xanthine oxydase (12 mU/ml), en presence de DMPO (80 mM) et 
6thanol a 50 % (v/v). Le complcxe SOD/pcroxydasc/cofacteur obtcnu a 
I'exemple 8 est dissous dans Tcau ultrapurc a di verses concentrations. 

Lc radical hydroxy lc est produit par photolysc (UVB) du peroxydc 

20 d'hydrogcnc a 0,2 % (v/v) en solution aqucusc, en presence de DMPO (160 mM). 
Lc complcxe SOD/pcroxydasc/cofacicur obtcnu a Tcxcmple 8 est dissous dans 
Teau ultrapure a divcrscs concentrations. 

Les intensitcs du signal RPE sont calculces par double integration de la 
raie de plus bas champ. Les pourccniagcs dc protection du produit a Tcssai sont 

25 obtcnus a partir dcs valcurs dcs tcmoins sans produit a Tcssai. 

0/0 protection = | Sproduit - Stcmoin ^ ^qq 
^ 1 So-Stcmom ' 

Sproduit : integration du signal RPE obtcnu avcc lc produit a I'cssai ou la rdfcrcnce 
30 Stemoin : integration du signal RPE obtcnu avcc lc tcmoin 

Sq : integration du signal RPE obtcnu cn Tabsencc dc radicaux librcs 
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Effet sur le radical superoxvdc 

Le complexe SOD/peroxydase/cofacteur obtenu a Texemple 8 diminuc de 
fagon dose-dcpcndantc Ic signal RPE dc I'anion supcroxydc. A 5 €t 10 % (v/v), Ic 
complexe inhibe le signal RPE a 44 % ct 54 %. 

5 

Effct sur le radical hvdroxvie 

Le complexe SOD/peroxydase/cofacteur obtenu a Texcmple 8 diminue de 
fagon dose-dependantc le signal RPE du radical hydroxyle. A la concentration dc 
0,3 % (v/v),J'effet est spcctaculaire puisqu'il inhibe le signal RPE a 93 %. 
10 Lc complexe SOD/peroxydase/cofactcur obtenu a I'excmple 8 presente 

des effets antiradicalaires trcs intcrcssants vis-a-vis dc Tanion superoxide et du 
radical hydroxyle nicmc a dcs concentrations faiblcs, generalcmcnt employees 
dans des formulations cosmctiques. 

15 2*. On a utilise une mcthode d'6valuation cx vivo de Tactivitc antiradicalaire sur 

des fibroblastcs humains normaux en culture. 

Apres irradiation aux UVA, Ics radicaux librcs formes dans unc culture de 

fibroblastcs humains sont quantifies par une methode appropri^e. L'utilisation 

d'agents antiradicalaires pcrmct dc diminuer lc stress oxydatif, et le calcul de 
20 Tefficacite du complexe SOD vcgctalc/pcroxydasc/cofact^ur scion Texempie 8 a 

differcntes concentrations est realise. 

Dcs fibroblastcs humains nomiaux sont incubds pendant 1 heure en 

presence du complexe SOD vcgctalc/pcroxydasc/cofactcur scion Texcmple 8, teste 

a 0,01, 1 ct 10 % (v/v) dans I'cau dcmineralisce. Lcs cellules sont soumiscs a un 
25 stress radicalaire provoquc par lcs rayonncmcnts lumineux UVA (10 J/cm-^). Les 

radicaux librcs formes (hydropcroxydcs) sont dctcctcs a Taidc d'une sonde 

appropriec, qui sc transforme cn presence d'hydroperoxydes, en un derive 

fluorescent quantifiable. 

Les rcsultats sont tout d'abord exprimcs cn unite de fluorescence arbitraire 
30 par puits de culture. Puis unc efficacilc est calculce en appliquant ia formuie 

suivantc : 

E (%) = ICFTI-FI) / (FI-FNI)] x (-100) 

ou : 

35 E : Efficacitc cn pourccntagc 

FNI : Fluorescence obscrv6c avcc lcs Fibroblastcs Non Irradids 
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FI : Fluorescence observ6e avec Ics Fibroblastes Irradies 

FTI : Fluorescence obscrvdc avec Ics Fibroblastes Traites et Irradies 

Une solution aqueusc contenant 1 % de complexe SOD v£g6tale/ 
5 peroxydase/cofacteur forme selon Tinvention est capable de reduire de plus de 
80 % les effets nefastes li6s a un stress oxydatif gen6r6 par Ics UVA. 

Cette efficacitd est supcricure a ccUc obtenue avec un melange reference 
glutathion/vitaminc C pounant rcconnu pour ctrc particulicrement cfficace, et qui 
de plus, prescntc d'enormcs problcmcs dc stabilitc. 
10 Dcs les plus faibles concentrations d*utilisation, le complexe SOD 

vegetale/pcroxydase/cofacteur scion I'excmplc 8 pcrmct done unc protection 
cfficace dcs fibroblastes humains, cultivcs aprcs un stress oxydatif aux UVA. 

3*. On a utilise une mdthodc d'cvaluation in vivo de Tactivite antiradicalaire sur les 

15 tissus cutands de volontaires sains. 

Les radicaux librcs fomics suite a Tirradiation UVA peroxydcnt les lipidcs 
insatures des tissus cutands. Les stripping permettent de prclever les com£ocytes 
avec les entites pcroxydces. Dans Ic milieu rdactionnel, les peroxydcs sont t6v6\6s 
a I'aide d*une sonde fluorcsccntc qui emct une fluorescence directemcnt 

20 proportionnelle au taux dc peroxydcs presents. 

Sept volontaires dc scxe fcminin, ages entre 20 et 38 ans posscdant un 
phototype II ou 111, c*cst-a-dirc posscdant une peau caucasicnnc normalc sont 
selcctionncs. 

Trois zones dc Tavant bras sont dclimitccs et deux dc ccs zones sont 
25 irradiees aux UVA (10 J/cm^) a I'aidc d'unc lampc UVA Sun 3000 8®. La trace 
rouge fugace obtenue n*cst pas visible Ic jour suivant I'irradiation et aucun 
processus inflammatoirc n'csl observe. 

Unc solution aqueusc conicnant 1 %.dc complexe SOD vegctale/ 
peroxydase/cofacteur fomic scion invention est appliquce 4 fois a 2 heures 
30 d'intervallc (2 //l/cm^). 

24 heures aprcs irradiation aux UVA, un prclcvenient de la x:ouche 
comce est effectue par 2 stripping successifs. 

Les peroxydcs fomics sont rcvcles sur le second stripping a Taide d*une 
sonde fluorcsccntc qui donne unc rcponse globalc au processus de pcroxydation. 
35 Les rcsultats sont tout d'abord exprimcs en unite de fluorescence 

arbitrairc. Puis unc cfficacitc est calculcc en appliquant la fomiule suivante : 
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E (%) = [(ZIT - ZI) / (ZI - ZNI)] X (-100) 

oil : 

E (%) : Efficacit6 cn pourcentage 
5 ZIT : Fluorescence mesurec sur la Zone Irradicc Traitcc 
ZI : Fluorescence mesurec sur la Zone Irradice 
ZNI : Fluorescence mesurec sur la Zone Non Iiradiee. 

Unc solution aqucusc contcnant 1 % dc complexc SOD vegetale/ 
10 peroxydasc/ cofactcur forme selon Tinvention est capable de protegcr avcc une 
efficacitc de 65 %, Ic stress radicalaire cutanc induit par une irradiation UVA. 

Fxemole 1 1 
Toxicologie 

15 Les cssais de toxicologic ont etc realisds sur Ic complexe scion 

rinvention oblcnu a Texcmplc 8 sur revaluation dc Tirritation primaire cutan£e 
Chez le lapin (9a), sur Tcvalution de Tirritation oculairc chcz .lc lapin (9b), sur 
I'abscnce de toxicitc anormalc par administration oralc unique chcz Ic rat (9c) ct 
par Tctudc du pouvoir sensibilisant sur Ic cobayc (9d). 

20 

1 1a-> valuation dc rirritation primaire cu tancc chcz le lapin 

La preparation obtcnue a Tcxcmplc 8 a etc appliquce sans dilution a la 
dose de 0,5 ml sur la pcau dc 3 lapins scion la mcthodc prcconisce par la directive 
OCDE n*404 concemant Tctudc dc "rcffct irritant/ corrosif aigu sur la pcau". 
25 Les rcsultats dc cct cssai ont pcmiis dc conclure que la preparation 

obtcnue a I'cxemple 8 scion I'invention pcut etrc considcrcc ^omme npn irritante 
pour la pcau meme a I'ctal non diluc. 

lib- Evolution dc rirritation oculair c chcz le laoin 
30 La meme preparation obtcnue a I'cxcmplc 8 a ctd instillce pure cn une 

scule fois, a raison de 0,1 ml. dans Tocil dc 3 lapins selon la mcthodc prcconisce 

par la directive dc TOCDE n*405 du 24 fdvricr 1987 concemant Tetudc dc "rcffet 

irriiant/corrosif aigu sur les ycux". 

Les rcsultats de cct cssai pcrmcttcnt de conclure que la preparation 
35 obtcnue a Tcxcmple 8 scion Tinvcntion pcut ctrc considerce comme i?on irritante 

pour les ycux au sens dc la directive 91/326 CEE utiliscc pure ou^ans dilution. 
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nc- Fjssai sur rabsence dc tox icite anormale par administration orale uniouc chcz 
le rat 

La preparation obtenue a Tcxcmple 8 scion Tinvention a etc admi- 
nistree en unc fois par voie orale a la dose de 5 g/kg de poids corporcl, a 5 rats 
5 males ct 5 rats fcmcllcs selon un protocole inspire dc la directive dc TOCDE n*401 
du 24 fcvrier 1987 ct adapte aux produits cosmctiqucs. 

Lcs rcsultats dc cct cssai pcrmctlcnt dc conclurc que, dans ccs condi- 
tions cxpcrimcntalcs, la preparation obtenue a Texcmplc 8 scion Tinvcntion nc 
presente pas de toxicite anormale. 

10 

lid- Etude du pouvoir sensibilisant chcz Ic cobave 

La solution dc complcxc dc SOD obtenue a Tcxcmplc 8 a fait Tobjet 
d*une recherche de pouvoir sensibilisant scion la mcthodc dc Magnusson ct 
KJigman publide dans J. invest. Derm. (1969), 52. pages 268-276. Ccttc solution 
15 de complcxc dc SOD a cte appliqudc telle quelle sur la peau de 35 cobayes 
prcalablcmcnl traitcs a Tadjuvant de Freund ct rcpartis en 2 lots expcrimcntaux, 
rcspcctivcment lot temoin et lot trait6. 

Aucune reaction n*a £te notce dans lcs deux lots expcrimentaux. 
Lcs rcsultats obtenus montrcnt que le complexe SOD vcgetale/ 
20 pcroxydasc/cofactcur forme scion Tinvention nc provoquc Tapparition d*aucune 
reaction dc scnsibilisation. 

Exemplc 12 

Preparation d'une composition sous forme d'unc e mulsion cosmctique contenant la 
25 preparation SOD vcgctale/pcroxvdasc/cofactcur scion I'invention 

On incorporc la preparation obtenue a Tcxcmplc 8 selon I'invention 
dans unc creme a unc concentration de 5 % en poids par rapport au poids total de 
ccttc crcmc. 

Ccttc crcmc presente la composition suivanic : 

30 

Norn INCI : 



A- Stcareth-2 3% 

Stcarcth-21 2% 

35 PolypropyIeneglycol-15 stearylethcr 9 % 

Cctcaryl alcohol 2,5 % 
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B- Butylcnc glycol 4,5 % 

Water 733 % 

C- Conscrvateur comprenant dcs parabencs ct du phenoxycthanol 0,5 % 

5 

D- Tocopherol 0,2% 

E- Complexe 



SOD vcgetalc/peroxydasc/cofactcur scion I'invcntion dc rcxemplc 8....5 % 
10 Uactivite enzymatique dans la creme est mesurce aprcs une separation 

des phases aqucuse et huileusc, rdalisdc dans des conditions spdcifiqucs : 2 g de 
creme sont dilues 5 fois dans 8 g de tampon Tris (hydroxymethyl) aminomcthane 
0,2 M, pH 8,5, puis 10% de NaCl sont ajoutds. Le melange est soumis a une 
agitation violente (du type de cclle obtcnue a Taide d'un Ultra-turax) pendant 
IS 5 minutes puis centrifuge a 5000 tr/mn pendant 25 minutes. L*activitc enzymatique 
est dosce dircctcmcnt dans la phase aqucuse cxtraite. 

La stabilitc dc Tactivite enzymatique de la preparation obtenue a 
Tcxemple 8 incorporce dans unc creme, dont la description est donnee ci-dessus, a 
ct6 dtudice a 20*C ct 4S*C pendant 40 jours. 
20 Les resultats sont repertories dans Ic tableau V, 

TABLEAU V 



Jours 


Activitc SOD du 
complexe SOD 
stabiliscc scion 
I'invenlion 
obtenue a 
rcxcmple 8 
(%) 
20*C 


Aciivitc SOD du 
complexe SOD 
stabiliscc scion 
I'invcntion 
obtcnue a 
I'cxcmplc 8 
(%) 
45*C 


Activitc SOD de 
la SOD brute 
d'cxtraction 
obtcnue a 
Tcxemplc 1 dtape 
b)<non 
stabiliscc) (%) 
45*C 


0 


100 


100 


100 


1 


100 


100 


0 


3 


89 


83 


0 


6 


69 


83 


0 


18 


92 


64 


0 


25 


70 


66 


0 


40 


60 


50 


0 
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Uactivit6 cnzymatiquc rctrouvcc dans la crcme aprcs 40 jours a 20*C 
est dc 60% pour la forme SOD stabilisee. Plus rcmarquablc encore Tactivit^ 
enzymatique rctrouvce dans la crcme stockde pendant 40 jours a 45*C cst dc 50 % 
alors que la forme non stabilisee nc resiste pas a la tcmpdrature. 
5 Les Etudes dc stabilite du complexc scion Tinvcntion, incoipor6 dans 

une crcme, montrent que Ic complexc prfisente unc stabilite remarquablc a 20*C -ct 
particulicremcnt inattcnduc a 45*C. 

Exemplc 13 

10 Preparation de complexc de SOD vc^etale avcc diverscs peroxvdases 
Exemplc 13A 

Complexc SOD/peroxvdafsC dc raifort 

On utilise la solution dc SOD obtcnuc a Tctape Ic dc rcxemple 1 dans 
15 laquellc on introduit un nombre d'unitds dc peroxydase vcgctale dc raifort, dite 
HRP, dans un rapport d'unitcs HRP par rapport aux unites SOD compris entrc iO et 
400. 

La preparation dc SOD vcgctalc/pcroxydasc dc raifort ainsi obtcnuc 
pcut ctre utiliscc telle quelle ou dc preference combince avcc un cofactcur cnzy- 
20 matiquc, par exemplc Tacidc uriquc ou Tacidc aKCorbiquc ou Tacide 
dihydroxymalciquc. 

Complexc SOD vdgdtalc/pcroxvdasc d^Arthromvccs ramosus 
25 On procfcdc conimc a Tcxcmplc 13A si cc n'cst que Ton utilise unc 

peroxydase obtcnuc a partir d'Arthromyccs ramosus disponiblc dans Ic commerce, 
par exemplc sous la reference Sigma P 4794, 

E^pmplc ]3C 
30 Complexc SOD vgpetalc/pcroxvdasc dc soia 

On proccdc comnic dccrit a I'cxcmple 13A si ce n'cst que Ton utilise 
unc peroxydase cxtraitc a partir du soja disponiblc dans le commerce sous la 
rdfcrcncc Sigma P 1462. 
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<;tahiliRatiQn du complexe SO D vcgetale/peroxydase/cofactcur avcc un Sucre ou 

On amcliore la stabilisation du complcxc enzymatique SOD vegetale/ 
5 pcroxydasc/cofactcur obtcnu a Tcxemple 8 par ajout d'un Sucre ou polyol au moins 
selon les variantes de r6alisation suivante : 

Fxemple 14A 
^jout dc glycerol 

10 A la preparation obtcnuc a rcxemplc 8 scion Tinvcntion, on rajoute Ic 

glycerol a une concentration choisic dans cet cxcmplc a 30 % en poids dc la 
solution finale, sous agitation a temperature ambiante. 

15 Aiout de sorbitol 

On procfedc commc a I'cxcmplc 14 A, si cc n'cst que Von utilise du 

sorbitol. 

Exemple 14C 
20 Aiout de maltitol 

On proccdc commc a Pcxcmplc 14 A, si cc n'cst que I'on utilise du 

maltitol. 

Excmplc HP 
25 Aiout de mannitol 

On procede commc a rexcmplc 14A, si cc n'cst que Ton utilise du 

mannitol. 

Exemplc 14E 
30 Aiout de trehalose 

On procede commc a I'cxcmplc 14A, si cc n'cst que Ton utilise du 

trehalose. 



35 
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Fnrmatmn du comol exe enzvmatiQuc avcc diffcrcnts cofactcurs de pc^roxvdagg 

On proccdc commc d6crit a Texcmple 8, si ce n'cst que Ton utilise dcs 
cofactcurs de pcroxydase autres que Tacide uriquc qui ctait uliHs6 a Texcmplc 8, 

5 

/^cide ascorbique 

On precede comme dccrit a l^cxcmplc 8, si cc n'cst que Ton utilise 
I'acide ascorbique en lieu et place de I'acide urique a une concentration comprise 
10 cntrc 0,01 et 1 M, et de preference 0,5 M. 

Acidc dihvdroxvmalcique 

On procede comme dccrit a Texemple 8, si cc n'cst que Ton utilise 
15 Tacidc dihydroxymalciquc en lieu et place de Tacide urique, a une concentration 
comprise entrc 0,01 et 1 M, ct dc preference 0,5 M. 

romposition cosmetiquc de tvpc emu lsion huilc-dans-cau, utilisablc plus oarti- 
culieremcnt pour dcs preparations co smdtiqucs antiradicalaires. a visec antiape> 
^ntirides ct antistress dc la pcau 

On prepare une composition sous forme d*cmulsion huilc-dans-cau de 
manicre classiquc a partir dcs cinq fractions A, B, C, D ct E suivantcs ayant la 
composition ccnt6simale indiquec : 

Nom INCI : 

A- Phase huilcu se comprcnant : 



30 Stearcth--2 3% 

Stcareth-Zl 2 % 

Polypropylene glyc6l-15 stcaryl ether > 9 % 

Cetear>'l alcohol 2,5 % 

35 B- Butylcne glycol • 4,5 % 

Water ^ 73,3 % 



20 
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C- Conscrvatcur comprenant dcs parabenes cl du phenoxy<^thanol 0,5 % 

D- Tocopherol 0,2 % 

5 Complcxe 

SOD vcgctalc/pcroxydasc/cofactcur selon Tinvcntion dc I'cxcmplc 8 5 % 

Apres avoir chauff6 Ics phases grassc et aqucuse a 80*C separement, on 
melange la phase B dans la phase A, puis la phase C, la phase D-ct- encore la 
10 phase E jusqu*a obtenir une emulsion huilc-dans-eau. 

Exemple 17 

Composition pharmaceutique a activitc anti-inflammatoirc 

Cctte composition phamiaceutiquc comprcnd outre un principe actif 
IS pharmaceutique classique, une preparation telle qu'obtenue a I'exemple 8 selon 
rinvcntion, a raison de 5 % en poids, en mdlangc avcc uh cxcipient pharmaceu- 
tiquement acceptable. 

E;{empk \^ 

20 Composition agroalimc ntairc stabilisdc vis-a-vis de Poxvdation 

Cctte composition agroalimcntairc prcsente une stabilite vis-a-vis du 
rancissemcnt ct comprcnd, outre les principcs actifs agroalimentaires ciassiqucs, 
5 % en poids dc preparation obtenuc a rcxcmplc 8 scion Tinvcntion qui sont 
incorpores en mcme temps que Ics autrcs ingredients actifs. 
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RFVFNnTCATIONS 



1. Produit complexc a base de superoxyde dismutase ou SOD stabilis£e 
par un agent piegeur de H2O21 avanlagcuscment une peroxydasc de preference 

5 vegctale, avec encore dc preference un cofacteur de peroxydase encore ddnomme 
substrat rfiducteur specifique de peroxydasc. 

2. Produit complexe scion la revendication 1, caracteris6 en ce que la 
SOD a etc obtcnue par extraction dc graincs dc vcgctaux apres germination. 

3. Produit complexe scion la revendication 2» caracteris6 en cc que Ics 
10 graincs de v6gdtaux sont dcs graincs dc cercalcs ou des graines de plantcs 

legumineuses ou des graincs dc plantcs olcagincuses. 

4. Produit complexe scion la revendication 3, caracteris6 en cc que Ics 
cercalcs comprcnnent Ic blc ou I'orge, dc prdfcrcncc I'orge, variety de printemps ou 
d'hivcr ; Ics legumineuses comprcnnent les graines de Icntille ou de pois ; et les 

15 olcagincuses comprcnnent Ics graines de soja. 

5. Produit complexc scion la revendication 2, 3 ou 4, caract^rise en ce 
que la germination precitee est contr6l6e, elle est realiscc en atmosphere ou milieu 
humide aqueux, de preference en presence d'un agent favorisant la germination, a 
une temperature comprise entre 4*C et 50*C, avantageuscment a la temperature 

20 ambiante ou a froid, pendant un ou plusieurs jours. 

6. Produit complexc scion Tunc des rcvendications pr^cedentes, 
caracterise en ce que la quantitc d'agcnt piegeur de H2O2 est suffisanle pour pieger 
rH202 fomice par la SOD utilisdc, lorsquc Tagcnt piegeur dc H2O2 est une 
peroxydasc, la quantitc dc peroxydasc est comprise entre environ 0,01 et environ 

25 1 unite peroxydasc par unite SOD. avantageuscment entre 0,01 et 0,5 unite 
peroxydasc par unite SOD. 

7. Produit complexc selon Tunc dcs rcvendications prcccdcntes, 
caracterise en ce que Ic complexc SOD/agcnt piegeur dc H2O2, en particulicr une 
peroxydasc, est stabilise par un cofacteur cnzymatique, en particulicr un cofacteur 

30 cnzymatique de la peroxydasc, present a une concentration comprise «ntre O.OOIM 
et IM. 

8. Produit complexe selon Tune des rcvendications precedent's, 
caracterise en ce que la peroxydasc precitee est choisie parmi le groupe consistant 
d*une peroxydase de raifort, unc lactoperoxydase, une glutathion peroxydase ou 

35 d'une peroxydase de moclle cpinicre ou myclo peroxydasc, et le substrat rcducteur 
specifique de peroxydasc est dc preference choisi parmi le glutathion, phenol. 
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guaiacol, pyrogallol, inositol, acidc 3,5-dichloro-2-hydroxybenzenc sulfoniquc 
(DCHBS), aniline, p-toluidine, o-phenylene diamine, mesidine, acidc ascorbique, 
acide dihydroxymaleiquc, cytochrome C, iodures, acidc uriquc, phcnolphtal^ine, 
acidc 2,2~azido-di(3-cthylben20-thia2oline (6) sulfoniquc (ABTS) ct des 
5 composes tcls que SCN", CI", Br~ ou 1". 

9. Produit complcxc scion Tunc des revendications pr6cedentcs, 
caract6risc en ce que Tagcnt picgeur de H2O2 est unc^ peroxydasc vcg6talc, dc 
pr6ferencc cxtraitc du radis noir. 

10. Produit complexe scion Punc des revendications prccedentes, 
10 caracterisc cn ce que !c cofactcur dc pcroxydasc precitc est choisi parmi Ic groupc 

consistant de Tacidc uriquc, Tacidc ascorbique ou I'acide dihydroxymal^ique. 

11. Produit complcxc scion Tunc des revendications prccedentes, 
caract^rise en ce que Ic complexe SOD/agcnt picgeur dc H2O2, en particulier dc 
pcroxydasc, avcc £vcntucllemcnt cofactcur de pcroxydasc, est encore stabilis6 par 

IS au moins un Sucre, en particulier un monosaccharide ou un disaccharide, et/ou au 
moins un polyol cn paniculier ayant un poids moldculairc comprise entrc 50 et 
1000 g/molc, notammcnt a unc concentration comprise entrc 10 ct SO % cn poids 
dc complcxc dc SOD, sous forme d*cxtrait brut ou sous forme purifiee. 

12. Produit complcxc scion Tunc des revindications prccedentes, 
20 caracterisc cn cc qu'il coniprcnd encore un agent antioxydant avantagcuscrncnt 

lipophilc, dc preference dc la famillc des tocopherols et Icurs derives, cn 
particulier leurs esters, tcls que Ics acetates, linolcatcs ou mcmc Ics phosphates cn 
unc quantite efficace antioxydantc. 

13. Utilisation du complcxc a base de SOD tcl que dcfini a Tunc 
25 quelconquc des revendications prccedentes conime Tun des principes actifs d'une 

composition, notamment a activitc antiradicaux librcs, par cxcmplc unc 
composition cosmctiquc, pharmaceutiquc ou agroalimcntairc. 

14. Composition, notammcnt a activitc antiradicaux librcs, par 
cxcmplc composition cosmdtiquc, pharmaceutiquc ou agroalimcntairc, caracterisee 

30 en cc qu'clle comprend commc Tun des principes ou ingredients actifs une 
superoxyde dismutase (SOD) stabilisce par un agent picgeur de H2O2, avantagcu- 
scment une pcroxydasc de preference vcgdtalc, avcc encore dc priSferencc un 
cofactcur dc pcroxydasc encore dcnommc substrat rcductcur spccifique dc 
pcroxydasc. 
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15. Composition scion la rcvcndicaiion 14, caract6ris6c cn cc que la 
proportion dc SOD est comprise cntre 0,01 ct 10% cn poids du poids de la 
composition totale. 

16. Composition selon la revcndication 14, caractcrisee cn cc que la 
5 quantite dc peroxydase rajoutec a ia SOD est comprise entre environ 0,01 et 

environ 1 unite peroxydase par unite SOD, avantageusement entre 0,01 et 0,5 unite 
peroxydase par unite SOD. 

17. Composition selon Tune des revendications 14 a 16, caractcrisee en 
cc que le cofactcur enzymatiquc dc la peroxydase est present a une concentration 

10 comprise entre 0,00 IM ct IM. 

18. Composition selon Tunc dcs revendications 14 a 17, caractcrisee 
en cc que la SOD ou le complcxc SOD/agcnt picgeur de H2O2 en particulier 
peroxydase avec Cvcntucllemcnt un cofactcur de peroxydase est stabilise par au 
moins un sucrc, en particulier un monosaccharide ou un disaccharide, et/ou au 

15 moins un polyol en particulier ayant un poids molCculaire compris entre 50 et 
1000 g/molc, noiammcnt a unc concentration comprise cntre It) et 50 % en poids 
de SOD ou du complcxc dc SOD, sous forme d*cxtrait brut ou sous forme purifiee. 

19. Composition scion Tunc dcs revendications 14 a 18, caracteris6e^n 
cc qu'on ajoutc un agent antioxydant avantageusement lipophilc, dc pT6f6Tcncc de 

20 la famille des tocopherols ct leurs derives, cn particulier Icurs esters tels que les 
acetates, linolcatcs ou mcmc Ics phosphates, notammcnt a une concentration dc 
0,01 a 3 % cn poids, mieux dc 0,1 a 1 % cn poids, par rapport au poids total de la 
composition finale. 

20. Composition selon Tune dcs revendications 14 a 19, caractcrisee cn 
25 ce que la peroxydase prccilce est choisic pamii le groupe consistant d'unc 

peroxydase de raifort, unc lactopcroxydasc, unc glutathion peroxydase, unc 
peroxydase dc moclle cpinicre ou niyclo peroxydase, et le substrat reductcur 
spccifiquc de peroxydase est de prdfcrcnce choisi parmi le glutathion, phenol, 
guaiacol, pyrogallol, mcsitol, acidc 3,5-dichloro-2-hydroxyben2cne sulfoniquc 
30 (DCHBS), aniline, p-toluidinc, o-phcnylcnc diamine, mdsidine, acidc ascorbique, 
acidc dihydroxymalciquc, cytochrome C, iodurcs, acidc uriquc, phenolphtalcine, 
acidc 2,2-azido-di(3-cthyIbcn20-thiazolinc (6) sulfoniquc (ABTS) ct des 
composes tels que SCN", CI", Br" ou 1". 

21. Composition scion Tunc dcs revendications 14 a 20, caractcrisee en 
35 ce que la SOD est cxtraite dc graincs dc vcgctaux ct est stabilisec par vnc 

peroxydase vcgdtalc cxtraite dc preference du radis noir, . accompagnce d'un 
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cofacteur dc peroxydase constitue par I'acide urique, I'acidc ascorbique ou I*acidc 
dihydroxymal^ique. 

22. Composition selon Tune des revendications pr6ccdcntes> 
caracterisee cn ce que la proportion dc SOD est comprise entre 0,1 et 10 % en 

5 poids par rapport au poids total de la composition. 

23. Composition scion Tune des revendications pr6c6dcntcs, 
caracterisee en ce que la proportion de SOD est dc Tordre de 5 % en ppids par 
rapport au poids total de la composition. 

24. Proc6d£ d'extraction dc supcroxydc disniutase pu SOD, caract^risc 
10 en ce qu'on utilise comme source des graines dc v£g£taux ayant subi unc £tape de 

germination contrdlee de fagon a obtenir une activity SOD maximale au cours de la 
germination ct a extrairc Tactivitc SOD au moment ou cctte activitc SOD est 
maximale par mise en contact des graines dc vcgdtaux. aveic une atmosphere, ou 
milieu, humidc aqueuse pendant un ou plusieurs jours a la temperature ambiante, 

IS et cn ce qu'on realise une £tape d'extraction de la SOD a partir des graines germ^es 
comprenant un broyagc dc la grainc gcmicc suivi d'une extraction dans unc 
solution aqueuse a une temperature comprise cntre 4*C ct 50^C, de preference a la 
temperature ambiantc, pendant une pcriodc dc temps suffisante pour realiscr 
Textraction dc la SOD, cn general dc quelqucs de dizaines minutes a unc ou 

20 plusieurs hcurcs, suivi d*unc filtration ct recuperation du filtrat contcnant la SOD. 

25. Procede scion la rcvcndication 24, caractcrisc cn cc que Tetape de 
germination est prcccdcc d'unc ctapc dc trcmpc dans unc solution aqueuse a 
temperature ambiantc ou a froid pendant un ou plusieurs jours. 

26. Proccdc scion la rcvcndication 24 ou 25, caractcrisc en cc que 
25 Tctapc de germination a lieu cn presence d'un agent favorisant la germination, 

encore de preference constitud par Tacidc gibbcrcllique. 

27. Procddd scion Tune des revendications 24 a 26, caractcris6 en cc 
qu'on realise une purification plus poussce de la SOD par traitcmcnt du filtrat avcc 
un agent de precipitation permcttant d*climincr Ics purctcs indcsirablcs iiicluant les 

30 proteases ou encore la lipoxygenase, ct recuperation de la fraction non precipitce 
ou constituant le sumageant qui conticnt la SOD. 

28. Procede selon la rcvcndication 27, caractcrisc cn ce qu'on precede a 
unc dialysc de la fraction non precipitce contcnant la SOD par dialyse contre <le 
Tcau, avcc unc membrane ayant de preference un scuil de coupurc conipris entre 

35 6000 et 8000 Dalton. 
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29. Procedc scion la revendication 28, caractcrisc cn cc qu'on realise 
unc purification complcmcntairc dc la solution dialysee en procedant par unc 
purification sur colonnc chromatographiquc. 

30. Procedc selon Tunc des rcvendications 24 a 29, caractcrisc cn cc 
5 qu*on stabilise la SOD par un agent piegcur dc H2O2, comme unc pcroxydase avec 

de preference un cofacteur de pcroxydase encore denomme substrat reducteur 
spccifiquc dc pcroxydase. 

31. Proccdd selon Tunc des rcvendications 24 a 30, caracterisd cn cc 
qu'on stabilise la SOD par ajout d'au moins un Sucre, en particulier un mono- 

10 saccharide ou un disaccharidc, ct/ou au moins un polyol en particulier ayant un 
poids molcculairc moyen compris cntrc 50 el 1000 g/molc. 
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Documcnuiion comuttifce autre que U documcnuuon miniinale dans la mcsurc oil ces documcnu reievent dcs domaincs sur Icsqucis a pant la recherche 



Base dc donnecs elcctrtmique consulUe au cours de la recherche iniemationale (nom de la base de donntes, et a ccia est rtalisable, termes de recherche 
utilise) 



C. DOCUMENTS CONSIDHRES COMME PERTINENTS 



Calfcgonc 



Idenbricabon des documents ciUs, avec, ie cas tehtant, Tindicabon des passages pernnents 



no. des revcndications viates 



J. EXP. BOTANY, 

vol. 44, no. 258, Janvier 1993, 
pages 127-132, XPO0O610443 
CAKMAK ET AL.: "Activities 
peroxide-scavenging enzymes 
wheat seeds" 

voir 1e document en entier 



1-3,5,8, 
24,25 



of hydrogen 
in germinating 



PLANT PHYSIOL., 
vol. 59, no. 2, 1977, 
pages 315-318. XPOO061O237 
6IANN0P0LITIS ET AL.: ''Superoxide 
dismutases. II Purification and 
quantitative relationship with 
water-soluble protein in seedlings" 
voir le document en entier 



14, IS. 
20,21 

24,25, 
27-29 



I X j Voir la suite du cadre C pour la fin de la listc des docuRicnls [)( | Lcs documenU de fanullcs dc brevets sonl indiquis en annckc 



* Calegonct spiaaJcs de documents ciits: 

'A' document d^finissant I'etat gtntral de la technique* non 
conadtre comme particuliircment pertinent 

E* document anttoeur, mais public A la date de d^t inumational 
ou aprts cettc date 

L* document pouvant jctcr un dome sur une revendi cation de 
phohU ou cat pour determiner la date de publication d'unc 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'mdtqiiie) 
'O' document se rtffrrant A une divulgation orale, A un usage, A 
une exposition ou lous autres moycns 

document public avant la date de depot international, mais 
postihcurement A la daU de piiorite revendiquie 



doctimcnt ulterieur puUii aprts la date de d^pAi international ou la 
date de prionte et n'apparunenant pas A Tetat de la 
technioue pertinent, mais dte pour comprendre le pnncipc 
ou la tntofie ronsfituant la base dc I'inveniion 

document parliculieremcnt pertmcn^ I'invention revcndiquie ne peui 
Mre considiree comme nouvelle ou comme impliquant une activity 
inventive par rapport au document consider^ tsoiemcnt 
document particulierement pertinent; Tinvention revcndiqute 
ne pcut <tre considerfce conrune impliquant tmc activity inventive 
lorsque le document est assode A un ou pluaeurs autres 
documents dc mCme nabire, cctie comhinaison etant tvidente 
pour une pennnne du metier 

document qui (ail partie de la meme famille de brevets 



Date A laqueUe la recherche iniemationale a tvk efTectivemeni achevte 

9 Septembre 1997 


Date d'expedttion du prfaient rappoit de recherche intemationalc 

24.09.97 


Nom et adresse posiale de Tadminisvation chargcc de la recherche intemationalc 
Office Europten des Brevets, P.B. 58 1 S Patentlaan 2 
NL • 2280 HV Rijfwijk 
Td. (-^ 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: 31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorist 

Gac, G 
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C4>iiiic) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 





IdenUfiMliaii det documcnlii eii*». avee. k US icMant. I'lndicabon des paxsagcs pcrancnu 




Y 


PHYSIOL. PLANTARUM, 

vol. 9Z, no. Of NOVemDre ivvh^ 

pages 443-450, XP0OO610458 

STRELLER ET AL.: "Four cytosolic-type 

CuZn-superoxide dismutases in germinating 

seeds of Pinus sylvestris" 

voir le document en entier 


24-27.29 


X 
Y 


FR 2 693 208 A ( LABORATOIRES INOSCOM) 7 

Janvier 1994 

cite dans la demande 

voir le document en entier 


1-3,8, 

11.13. 

14,18, 

2^,21, 

30,31 

24-27.29 


Y 


BIOCHIM. BIOPHYS. ACTA, 

vol. 317, no. 1, IZ Jul 1 let n/^, 

pages 50-64. XPOO061O572 

BEAUCHAMP ET AL. : " Isoenzymes of 

superoxide dismutase from wheat germ" 

cite dans la demande 

voir le document en entier 


24.27 


Y 
A 


BIOCHIM. BIOPHYS. ACTA, 

vol. 1074. no. 2, 8 Juillet 1991. 

pages 277-283. XP00O610204 

PUNTARULO ET AL. : "Superoxide anion and 

hydrogen peroxide metabolism in soybean 

embryonic axes during germination" 

voir le document en entier 


24.25 

1-4.8. 
14.15, 
20-22,30 


Y 
A 


EUR. J. BIOCHEM., 

vol. 224, no. 1, 15 Aout 1994, 

pages 21-28. XPO0061O7O8 

GIDROL ET AL.: "Accumulation of reactive 

oxygen species and oxydation of cytokin 

in germinating soybean seeds" 

voir le document en entier 


24,25.27 

1-4.8. 
14.15. 
20-22.30 


A 


J. AM. SOC. BREWING CHEM. , 

vol. 51. no. 3. 1993. 

pages 79-83. XP0O0610441 

BAMFORTH ET AL.: "Oxygen and oxygen 

radicals in malting and brewing : a 

rev I cw 

voir page 80 - page 81 

voir page 84, colonne de droite 

./.- 


1-3.8.9. 

12-15. 

19-22 



Fermulaira PCT/ISA/aiO (ralte «• to ^mmAtnm r«uUte) (JuiUat 1992) 
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CXsuitc) DOCUMENTS CONSIDKRES COMME PERTINENTS 


Categone * 


Idcfitificaiion des documcnB ciUs, avec. Ic cas tehiant, I'indicaaun dcs passages pemnents 


no. des revendicaoons vistes 


Y 


HOUGH J.S., BRIGGS D.E: "Malting and 
brewing science" 

1972 , CHAPMAN AND HALL LTD , LONDON 

XPOO2020869 

voir page 95 - page 105 
* surtout pages 95 et 98 * 


24-26 


Y 


DATABASE CAB ABSTRACTS 
AN: 940708524. 1994 
XP00202O870 
voir abrege 

& ACTA AGRONOMICA SINICA, 
vol. 20, no. 3, 1994, 
pages 347-351, 

ZENG ET AL.: "The effects of gibberellic 
acid on factors scavenging active oxygen 
in the flag leaf of hybrid rice during the 
later growth stages" 


26 

■ 


A 


WO 92 19224 A (L^OREAL) 12 Novembre 1992 

cite dans la demande 

voir page 1, ligne 19 - ligne 35 

voir page 3, ligne 6 - ligne 19 

voir exemples 1,6,7 


18.31 


A 


US 3 637 640 A (HUBER W.) 25 Janvier 1972 
voir le document en entier 


18.31 


A 


US 3 773 929 A (HUBER W.) 20 Novembre 1973 
voir colonne 10, ligne 50 - ligne 70 
voir colonne 11 - colonne 16 
voir colonne 20 - colonne 21 


20,21 


A 


INDIAN J. EXP. BIOL., 

vol. 17, no. 7, 1979, 

pages 712-713, XPO0061O492 

AHUJA ET AL.: "Effects of glucose & 

2,4-dini trophenol on the activity of 

superoxyde dismutase in germinating mung 

bean" 

voir le document en entier 


18,31 


A 


EP 0 437 393 A (COMMISSARIAT A L'ENERGIE 
ATOMIQUE) 17 Juillet 1991 
voir page 4 - page 6 


19-21 


A 


DE 24 62 631 A (ANVAR) 27 Mars 1980 
voir revendi cations 5-16 
voir colonne 8, ligne 41 - ligne 54 
voir colonne 4 - colonne 5 


20,27-29 


A 


EP 0 628 629 A (HELIOSYNTHESE) 14 DScembre 
1994 

voi r page 3 - page 4 

-/-- 


27-29 
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i Cduite) DOCUMENTS CONStDERBS C OMME PERTINENTS 

Cattgonc • I Wentita«ion den docunwntt cuts. avcc. k cu *cht«rt. I indictton d«» p«is>t<* pcrtnenti 

DATABASE WPI 

Section Ch. Week 9637 ^ , ^ 
Derwent Publications Ltd., London, GB; 
Class B04, AN 96-369738 
XPOO20402O1 

& RU 2 046 140 (AS. USSR CHEM. BIOL. 
ASSOC. STOCK CO) , 20 Octobre 1995 
voir abrege 

& DATABASE "DERWENT BIOLOGICAL ABSTRACTS". 

1995, AN: 96-12520, DIALOG AN = 201749, 
SLEPYAN: " A method of isolation of an 
enzyme complex from culturable plant 
cells- ginseng and polistsias cell culture 
for e.g. superoxide-dismutase, catalase 
and peroxidase preparation" 
voir abrfige 

DATABASE WPI 
Week 9433 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

AN 94-269370 
XP002O40215 

voir abrege ^ 
& JP 06 199 694 A (KATO...) 19 Jul 1 let 

1994 

voir abrege 

WO 94 19493 A (THE GENERAL HOSPITAL 
CORPORATION) 1 Septembre 1994 

See page 51 lines 10,11.20 and 22 
See page 55 lines 5,6,14-25 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

rip 55 087712 A (HAGIWARA YOSHIHIDE). 2 
Juillet 1980, 
voir abr§g6 

FR 2 611 495 A (COCHAND ET AL.) 9 
Septembre 1988 
voir le document en entier 

FREE RAD. RES. COMMUN., 
vol. 15, no. 5, 1991, 
pages 285-296, XP002040214 
SUBRAHMANYAM ET AL.: "Hydroxy! at ion of 
phenol to hydroquinone catalyzed by a 
human myeloperoxidase-superoxide complex : 
possible inpli cations in benzene- induced 
myelotoxicity" 
voir le document en entier 



I no. dcf nvendicatioiu viscei 



1.6, 

13-17 



1.8.10. 

12-14. 

19,20 



1.8-10, 

12-14, 

19.20 



1.13-15 



1.13.14 



1.8 



Fennul«lf« PCT/ISA/aiO <ii»tu 4« to 4«u«iim« fcuttto) iiuMwii »t»2> 
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Dcmande IntcmatiocuJc No 

PCT/fR 97/006G3 



Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de b 


1 Dale dc 


au rapport de recherche 


publication 


famille de brevei(s} 


1 publication 


FR 2693208 A 


67-01-94 


AUCUN 






WO 9219224 A 


12-11-92 


FR 2675997 


A 


06-11-92 




CA 2109424 


A 


V*T XX ^Lm 






EP 0658099 


A 


21-06-95 






JP 6507165 


T 


X X ••wO'"^*t 






US 5352438 


A 


04^10-94 


US 3637640 A 


25-01-72 


AUCUN 






US 3773929 A 


20-11-73 


AUCUN 






EP 437393 A 


17-07-91 


FR 2656874 A 


12-07-91 






AU 641460 


B 


23-09-93 






AU 6922091 


A 


18-07-91 






DE .69U4311 


D 


14-12-95 






DE- 69114311 


T 


05-06-96 






ES 2080918 


T 


i.O— Wfc-yv 






IL 96779 


A 


31-01-96 






JP 4211366 


A 


03-08-92 






US 5179012 


A 


12-01-93 


DE 2462631 A 


27-03-80 


FR 2225443 


A 


08-11-74 






FR 2240277 


A 


07-03-75 






AT 348320 


B 


12-02-79 






AT 339242 


B 


10-10-77 






AU 3055977 


A 


02-03-78 






AU 6791974 


A 


16-10-75 






BE 813485 


A 


09-10-74 






CA 1023285 


A 


27-12-77 






CH 619981 


A 


31-10-80 






CH 619731 


A 


15-10-80 






DE 2417508 


A 


07-11-74 






GB 1428898 


A 


17-03-76 






GB 1456496 


A 


24-11-76 






JP 50040785 


A 


14-04-75 






JP 58013147 


B 


11-03-83 






NL 7405019 


A 


18-10-74 






SE 7801041 


A 


27-01-78 






US 3997402 


A 


14-12-76 
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Renscipiemcnts reUtifs aux membret de ramillcs dc brevets 



Demandc Internationale No 

PCT/FR 97/00603 



Documeni brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Meinbre(s) de la 
famille de brcvet(s) 



Date de 
publication 



DE 2462631 A 



US 4029819 A 

ZA 7402287 A 

CA 1023286 A 

US 3920521 A 



14-06-77 
30-04-75 
27-12-77 
18-11-75 



EP 628629 



14-12-94 



FR 2706465 A 

AU 6345994 A 

JP 7135970 A 

US 5536654 A 



23-12-94 

15- 12-94 

30-05-95 

16- G7-96 



WO 9419493 A 



01-09-94 



CA 2157041 A 
EP 0686203 A 
JP 851«377 T 



01-09-94 
13-12-95 
05-11-96 



FR 2611495 A 09-09-88 AUCUN 
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